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研究成果の概要（和文）：本研究では、Varp-ANKR2結合タンパク質としてRab40Cを同定し、メラノサイトにおけ
るTyrp1の輸送に対するRab40Cの関与を解析した。メラノサイトにRab40Cを過剰発現したところ、そのSOCSボッ
クス依存的にVarpがプロテアソーム依存的に分解を受け、Tyrp1シグナルを劇的に減少させた。さらに、メラノ
サイトにおけるRab40CのノックダウンがVarpの量を増加させることを示し、興味深いことに、Rab40Cのノックダ
ウンはTyrp1シグナルの減少も引き起こすことを見出した。これらの結果、Rab40CがVarpの分解を制御しTyrp1輸
送を制御する新規調節因子であると示唆された。
研究成果の概要（英文）：Varp has been shown to function as a Rab32/Rab38 effector through its first 
ANKR1 domain. Although these functions of Varp are important for melanogenesis, Varp contains a 
second ANKR2 domain, whose function remained completely unknown. Here Rab40C was identified as a 
novel ANKR2-binding protein and it was investigated that Rab40C-involvement in melanogenic enzyme 
trafficking in melanocytes. The results here showed that overexpression of Rab40C in melanocytes 
caused a dramatic reduction in melanogenic enzyme Tyrp1 signals by promoting proteasomal degradation
 of Varp in a SOCS-box-dependent manner and that knockdown of Rab40C in melanocytes caused an 
increase in the amount of Varp. Intriguingly, Rab40C knockdown also caused a dramatic reduction in 
Tyrp1 signals, the same as Varp overexpression did. These findings indicated that Rab40C is a 
previously unexpected regulator of Tyrp1 trafficking in melanocytes through controlling the 
proteasomal degradation of Varp.
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１．研究開始当初の背景 
 紫外線からの細胞防御に重要な役割を果
たしているメラニンは、色素細胞においてメ
ラノソームと呼ばれる細胞内の特殊な膜小
胞において合成・貯蔵されている。メラニン
合成には、チロシナーゼ（Tyr）や Tyrp1と
いったメラニン合成酵素の働きが必須であ
り、これらの酵素はトランスゴルジ網から分
泌された後、未成熟なメラノソームに輸送さ
れることで、メラニン合成が開始する。メラ
ニン合成酵素のメラノソームへの輸送には、
小胞輸送に関わる Rab32、Rab38が冗長的に
機能し（以下 Rab32/Rab38とする）、
Rab32/Rab38のエフェクター分子 Varp
（VPS9-ankyrin-repeat protein）と複合体
を形成することが必須である。Varpは ANKR
（アンキリンリピート）をはじめとする様々
なドメインを有し、ANKR1ドメインを介して
Rab32/Rab38と複合体を形成する。さらに、
VarpにはANKR1と比較的相同性の高いANKR2
ドメインが存在するが、研究開始当初、その
機能は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 これまで、Rab32/Rab38–Varpからなる複合
体に関する研究を行い、この複合体がメラニ
ン合成酵素の輸送を促進することを見出し
てきた。本研究では、Varpに存在する機能未
知のドメイン ANKR2に着目し、ANKR2を介し
て結合する新しいパートナーRab40Cによる
Varpの分解機構を明らかにすることを目指
している。一般的に、Rabは膜輸送を制御す
る因子として考えられているが、本研究の目
標は、Rabによるエフェクター分子の分解促
進という独創的且つ新規の研究概念の創出
にあった。 
 
３．研究の方法 
(1) Rab40C過剰発現による Varpの発現量減
少に対する生化学的検証 
Rab40Cの色素細胞への過剰発現により Varp
の発現量が減少することを細胞レベルで定
性的に見出していたが、この表現型をより確
かなものにするためには生化学的な定量解
析を行う必要があった。そこで、Rab40Cを過
剰発現した色素細胞のライセートを用いた
ウェスタンブロットを行うことで、色素細胞
に内在する Varpのタンパク質発現量の定量
化を試みた。 
 
(2) Rab40Cによる Varpの発現量減少機構に
対する検証 
Rab40Cの SOCSボックスは、Cullin-5 E3ユ
ビキチンリガーゼが結合するモチーフとし
て知られている。この SOCSボックスの生理
機能を明らかにするために、SOCSボックスを
欠いたRab40C-ΔSOCS変異体を構築し、Varp
の発現レベルへの影響を検討した。色素細胞
に Rab40C-ΔSOCS変異体を発現させた際に、
野生型 Rab40Cを発現させた際にみられる
Varpの発現量減少が引き起こされるかどう
かを細胞生物学的・生化学的アプローチによ
り検証した。 
 
(3) Rab40Cと Varpの細胞内局在に対する検
証  
 Varpと Rab40Cの細胞内局在を明らかにす
ることは、それらの生理機能を理解する上で
極めて重要である。そこで、プロテアソーム
阻害剤 MG132で処理した色素細胞において、
VarpとRab40Cの細胞内局在を検討した。 
 
(4) Rab40Cノックダウンによる Varpの発現
量についての検証 
 Rab40Cによる Varp発現量の調節機構を理
解するためには、Rab40Cの過剰発現による効
果だけでなく、内在性の Rab40Cの機能を検
証する必要があった。そこで、siRNAを用い
て色素細胞に内在する Rab40Cをノックダウ
ンすることより、Varpの発現量に対する影響
を細胞生物学的・生化学的に検証した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 新規な VARP結合タンパク質としての
Rab40Cの同定 
 Varpと Rab40Cとの間の相互作用が哺乳動
物細胞で起こるかどうかを決定するために、
共免疫沈降アッセイを行ったところ、Varpと
Rab40Cが結合することを見出した。さらに、
Varpは不活性変異体Rab40C-G28Nよりも活性
変異体Rab40C-Q73Lと強く結合したことから、
VarpがRab40CのGTP結合活性型を優先的に
認識することを明らかにした。Rab40サブフ
ァミリーのメンバーは、ユビキチンリガーゼ
複合体に関連する SOCSボックスを含むこと
がユニークである。Rab40C-SOCSボックスの
Varp結合への関与を調べるために、SOCSボ
ックス欠失突然変異体（Rab40C-ΔSOCS）を
作製し、共免疫沈降アッセイによりそのVarp
結合能力を評価した。 しかし、Rab40C-Δ
SOCS変異体は、野生型Rab40Cと同じくVarp
と相互作用した。 まとめると、これらの結
果は、VarpのANKR2ドメインがそのSOCSボ
ックスではなく Rab40Cの GTPアーゼドメイ
ンと相互作用することを示している。 
 
(2) メラノサイトにおける Varp発現のレベ
ルに対するRab40Cの過剰発現の影響 
 細胞レベルでのVarpとRab40Cとの間の共
局在部位を同定するために、mStr-Varpおよ
びEGFP-Rab40Cをメラノサイトで共発現させ
た。しかし、驚くべきことに、EGFP-Rab40C
発現レベルが比較的高い場合には、十分な量
のmStr-Varpシグナルを検出することができ
なかった。対照的に、mStr-Varpシグナルは、
EGFPのみがメラノサイトで過剰発現したと
きに容易に検出された。Varp発現を抑制する
同様の傾向も、Varpに優先的に結合する活性
型変異体 Rab40C変異体 Rab40C-Q73Lに応答
して観察された。一方、Varpにほとんど結合
しない不活性型変異体であるRab40C-G28Nは、
Varp発現に影響を及ぼさなかった。興味深い
こ と に 、 Varp 結 合 能 を 保 持 し た
Rab40C-ΔSOCS変異体を発現したメラノサイ
トでは、コントロールである EGFP単独と同
様にVarpの発現を観察することができた。 
 上記のように、Rab40の SOCSボックスは、
ユビキチンリガーゼ複合体のサブユニット
であるCullin5と相互作用することが示され
ている。したがって、Rab40Cが SOCSボック
ス依存的に Varpのユビキチン化および分解
を促進する可能性が高いと考えられた。予想
されたように、Varp自体のユビキチン化修飾
がメラノサイトにおいてされた。プロテアソ
ーム阻害剤MG132で処理すると、Rab40C発現
メラノサイトにおける Varpの量が対照レベ
ルに回復したので、ユビキチン化 Varpはプ
ロテアソームによって分解されると考えら
れた。さらに、mStr-Varpとユビキチンとの
共局在は、MG132処理メラノサイトでしばし
ば観察された。これらの結果をまとめると、
Rab40Cは、SOCSボックス依存的様式でANKR2
ドメインとの相互作用を介して Varpのユビ
キチン化および分解を促進することが示さ
れた。 
 
(3) メラノサイトにおけるTyrp1輸送に対す
るRab40Cの過剰発現の影響 
 上記の Rab40C過剰発現細胞における Varp
の発現低下という実験結果をうけ、Rab40Cが
Varp-Rab32/Rab38複合体のカーゴの1つであ
るTyrp1の輸送にも影響するかどうかを検討
した。Rab40C-WTおよび Rab40C-Q73Lの両方
が Tyrp1の量を有意に減少させたが、
Rab40C-G28Nまたは Rab40C-ΔSOCSは Tyrp1
シグナルにほとんど影響を与えなかった。こ
れは、Rab40C-G28NもRab40C-ΔSOCSもVarp
発現レベルに影響しないという事実と一致
する。従って、メラノサイトにおけるRab40C
過剰発現依存的な Varpタンパク質量の低下
は、Varpノックダウンと同じくメラノソーム
へのTyrp1輸送を阻害するために十分である
と結論付けた。 
 
(4) Rab40Cノックダウンが Varp発現レベル
およびTyrp1輸送に及ぼす影響 
  
 Rab40Cが Varp発現レベルを制御する重要
な因子であるならば、メラノサイトにおける
Rab40Cノックダウンも Varp発現に影響を及
ぼすはずである。それを調べるために、
Rab40Cに対する特異的siRNAを用いてメラノ
サイトの内因性Rab40Cをノックダウンした。
Rab40Cのノックダウンは、メラノサイト内の
内在性Varp mRNAの発現に影響しなかったが、
Varpタンパク質が明らかに増加した。しかし、
驚くべきことに、Rab40C過剰発現細胞と同じ
く、Rab40Cノックダウン細胞におけるTyrp1
シグナルの劇的な減少が観察された。Rab40C
ノックダウン細胞における Varpタンパク質
の増加がTyrp1シグナルの減少の主な原因で
あるかどうかを決定するために、Varp過剰発
現のTyrp1シグナルに対する効果を検証した。
予想通り、メラノサイトにおける完全長Varp
の発現は、Tyrp1シグナルを劇的に減少させ
た。これらの結果は、Rab40Cノックダウン細
胞におけるTyrp1シグナルの減少が主にVarp
分子の増加に起因することを示している。 
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